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RESUMO 
 
A baixa eficácia dos tratamentos e as altas taxas de recorrência do câncer de bexiga 
urinária não-músculo invasivo (CBNMI) podem estar relacionadas aos baixos efeitos 
dessas terapias sobre os mecanismos de proliferação celular e angiogênese. Atualmente, 
a terapia mais eficaz para o CBNMI é a imunoterapia com BCG (Bacilo Calmette-Guerin) 
associada com a ressecção transuretral (RTU). Entretanto, a utilização do BCG está 
associada à efeitos colaterais de intensidades variadas, o que contribui para a interrupção 
do tratamento, além de apresentar alto índice de recorrência tumoral. A incidência de 
efeitos adversos locais e sistêmicos é significativamente reduzida com a utilização de 
agentes quimioterápicos, mas, no entanto, a resposta à quimioterapia intravesical é 
incompleta e a recorrência tumoral também é elevada. Diante deste cenário destaca-se o 
imunomodulador P-MAPA, que por sua grande versatilidade e mínima citoxicidade, abre 
uma nova perspectiva para o combate de alguns tipos de cânceres, incluindo o CBNMI. A 
administração sistêmica de agentes quimioterápicos, como cisplatina e doxorrubicina, 
associados à imunoterapia intravesical pode constituir uma promissora alternativa 
terapêutica na falha ou recidiva do BCG. Assim, os objetivos gerais deste estudo foram 
caracterizar e comparar os efeitos histopatológicos e moleculares da imunoterapia 
intravesical com P-MAPA associada às administrações sistêmicas dos quimioterápicos 
(cisplatina e doxorrubicina) no tratamento do CBNMI induzido em ratos, bem como 
estabelecer os efeitos destas estratégias terapêuticas envolvendo os fatores envolvidos 
nos mecanismos de proliferação celular e angiogênese. Para a indução do CBNMI, foram 
utilizadas 60 ratas da variedade Fischer 344. Os animais foram previamente anestesiadas 
e receberam quatro doses (1,5mg/kg) do carcinógeno N-metil-N-nitrosoureia (MNU), 
intravesicalmente, durante 8 semanas. Outros dez animais (Grupo 1: Controle) receberam 
0,2 mL de solução salina fisiológica (0,9%) durante 6 semanas. Duas semanas após a 
última dose de MNU, os animais foram subdivididos em 6 grupos: Grupo 2: MNU 
(Câncer): recebeu o mesmo tratamento que o grupo Grupo 1; Grupo 3: MNU+P-MAPA: 
recebeu uma dose intravesical de 5 mg/Kg de P-MAPA por 6 semanas consecutivas; 
Grupo 4: MNU+Cisplatina: recebeu uma dose intraperitoneal de 0,25 mg/Kg de cisplatina 
uma vez por semana durante 4 semanas consecutivas; Grupo 5: MNU+Doxorrubicina: 
recebeu uma dose intraperitoneal de 3 mg/Kg de doxorrubicina a cada 15 dias, 
totalizando 4 doses; Grupo 6: MNU+P-MAPA+Cisplatina: recebeu tratamento simultâneo 
com P-MAPA e cisplatina nas mesmas concentrações e vias de administrações que os 
grupos 3 e 4; Grupo 7: MNU+P-MAPA+Doxorrubicina: recebeu tratamento simultâneo 
com P-MAPA e doxorrubicina nas mesmas concentrações e vias de administrações que os 
grupos 3 e 5. Após os períodos de tratamento, as bexigas urinárias foram coletadas e 
submetidas às análises histopatológicas e de Western Blotting. Os resultados 
demonstraram alta taxa de regressão tumoral (80%) nos animais tratados com a 
associação cisplatina+P-MAPA. A associação entre a imunoterapia intravesical com P-
MAPA e agentes quimioterapêuticos promoveu redução na atividade da via PI3K/ Akt, 
estimulada via PTEN, culminando com níveis reduzidos de NF-kB, e consequente 
diminuição da proliferação de células tumorais uroteliais. Os menores níveis protéicos de 
VEGF também foram verificados nos grupos submetidos à associação de terapias, 
evidenciando diminuição do processo de angiogênese. Assim, pode-se concluir que a 
associação entre a imunoterapia intravesical com P-MAPA aos agentes 
quimioterapêuticos, especialmente cisplatina, foi eficaz, bem tolerada e não mostrou 
sinais aparentes de antagonismo entre os fármacos. Considerando os dados em conjunto, 
esse trabalho aponta a associação do uso intravesical de P-MAPA e cisplatina sistêmica 
como alternativa terapêutica promissora para o CBNMI.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ABSTRACT 
 
The low effectiveness of treatments and high rates of recurrence of urinary bladder 
cancer non-muscle invasive (CBNMI) may be related to low effects of these therapies on 
the mechanisms of cell proliferation and angiogenesis. Currently, the most effective 
therapy for the CBNMI is immunotherapy with BCG (Bacillus Calmette-Guerin) associated 
with transurethral resection (RTU). However, the use of BCG is associated with side 
effects of varying intensities, which contributes to stopping treatment, in addition to 
presenting high rate of tumor recurrence. The incidence of local and systemic adverse 
effects is significantly reduced with the use of chemotherapy agents, but, however, the 
answer to intravesical chemotherapy is incomplete and tumor recurrence is also high. In 
this scenario the immunomodulator P-MAPA, which by its great versatility and cytotoxic 
minimum, opens a new perspective for the combat of some types of cancers, including 
the CBNMI. The systemic administration of chemotherapeutic agents, such as cisplatin 
and doxorubicin, associated with intravesical immunotherapy may be a promising 
therapeutic alternative in failure or relapse of BCG. Thus, the overall objectives of this 
study were to characterize and compare the histopathological and molecular effects of 
intravesical immunotherapy with P-MAPA associated with systemic administration of 
chemotherapy (cisplatin and doxorubicin) in the treatment of CBNMI induced in rats, as 
well as establish the effects of these therapeutic strategies involving the factors involved 
in the mechanisms of cell proliferation and angiogenesis. For the induction of CBNMI 
were used 60 rats of the Fischer 344 variety. The animals were anaesthetized beforehand 
and received four doses (1.5 mg/kg) the carcinogen N-methyl-N-nitrosoureia (MNU), 
intravesicalmente, for 8 weeks. Ten other animals (Group 1: control) received 0.2 mL of 
physiological saline (0.9%) during 6 weeks. Two weeks after the last dose of MNU, the 
animals were divided into 6 groups: Group 2: MNU (cancer): received the same treatment 
as the Group 1; Group 3: MNU+P-MAPA: received a intravesical dose of 5 mg/Kg of P-
MAPA for 6 consecutive weeks; Group 4: MNU+Cisplatin: received an intraperitoneal dose 
of 0.25 mg/Kg of cisplatin once a week for 4 consecutive weeks; Group 5: 
MNU+Doxorrubicin: received an intraperitoneal dose of 3 mg/Kg of doxorubicin every 15 
days, for a total of 4 doses; Group 6: MNU+Cisplatin+P-MAPA: received simultaneous 
treatment with P-MAPA and cisplatin in the same concentrations and routes of 
administrations that groups 3 and 4; Group 7: MNU+Doxorrubicin+P-MAPA: received 
simultaneous treatment with P-MAPA and doxorubicin in the same concentrations and 
routes of administrations that groups 3 and 5. After periods of treatment, urinary 
bladders were collected and subjected to Histopathological Analysis and Western 
Blotting. The results showed high rate of tumor regression (80%) in animals treated with 
the cisplatin+P-MAPA association. The association between intravesical immunotherapy 
with P-MAPA and chemotherapeutic agents promoted reduction of activity via PI3K/ Akt, 
PTEN pathway stimulated, culminating with reduced levels of NF-kB, and the consequent 
decrease in the proliferation of urotellial tumor cells. The lowest levels of VEGF protein 
were also recorded on groups undergoing therapy Association, reducing the process of 
angiogenesis. Thus, we can conclude that the association between intravesical 
immunotherapy with P-MAPA to chemotherapeutic agents, especially cisplatin was 
effective, well tolerated and showed no apparent signs of antagonism between the drugs. 
Considering the data together, this work points the Association of intravesical of P-MAPA 
and cisplatin therapy as an alternative promising systemic to the CBNMI. 
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1- INTRODUÇÃO 
 
1.1 – Carcinoma de Bexiga Urinária Não-Músculo Invasivo (CBNMI) 
 
O carcinoma da bexiga urinária (CB) é a segunda doença maligna mais comum do 
trato urinário (Altekruse et al., 2010; Zhang et al., 2011; Siegel et al., 2012). No homem o 
CB é a quarta neoplasia mais frequente, precedido pelo câncer da próstata e do pulmão e 
pelo câncer colorretal, enquanto que na mulher é a oitava neoplasia mais frequente 
(Netto Jr. et al., 1999). Globalmente, a cada ano, cerca de 400 000 novos pacientes são 
diagnosticados com CB e mais de 150 000 morrem da doença (Rafnar et al., 2011). No 
Brasil, em 2014, a estimativa foi de 8940 novos casos, sendo 6750 homens e 2190 
mulheres, e o número de mortes chegou a 3278 no ano passado (disponível em 
http://www.inca.gov.br). A incidência vem aumentando progressivamente em ambos os 
sexos, principalmente nos homens. Os homens têm de 2,5 a 5 vezes mais riscos de 
desenvolver esse tipo de câncer do que as mulheres e, apesar de poder ocorrer em 
qualquer idade, a incidência de câncer de bexiga aumenta diretamente com a idade, 
sendo o diagnóstico mais freqüente na 6ª e 7ª décadas de vida. Entretanto, embora as 
taxas de incidência tenham aumentado levemente desde os anos 80, as taxas de 
mortalidade pelo CB têm diminuído, talvez devido à detecção precoce, cirurgias menos 
agressivas, quimioterapia combinada e aumento do uso de imunoterapia com Bacillus 
Calmette-Guerin (BCG) (Netto Jr. et al., 1999). 
 Estruturalmente, a bexiga de mamíferos caracteriza-se por ser um órgão oco, com 
a parede compreendendo as camadas serosa, muscular, submucosa, mucosa muscular e 
lamina própria, com uma camada de células epiteliais transicionais de origem endodermal 
cobrindo a superfície interna da bexiga urinária, denominada urotélio (Lewis, 2000). O 
mecanismo para o desenvolvimento do CB tem como origem a hiperplasia urotelial, 
progredindo para atipia e posterior desenvolvimento da neoplasia. Mais de 70% da 
incidência de CB é superficial, tumor não-músculo invasivo (CBNMI), ou seja, que se 
restringe ao urotélio, e a ocorrência de uma doença invasiva é ocasional (Kroft & Oyasu, 
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1994; Montironi & Lopez-Beltran, 2005; Reis et al., 2009; Zhang et al., 2011; Askeland et 
al., 2012).  
Nos pacientes que apresentam a doença não-músculo invasiva (CBNMI), os 
tumores superficiais são classificados em três estágios: pTis - carcinoma in situ; pTa – 
carcinoma papilífero não invasivo e pT1 - tumor confinado a mucosa e submucosa da 
bexiga (tumor que invade o tecido conjuntivo, mas não a camada muscular da bexiga), 
ocorrendo em 10%, 70% e 20%, respectivamente (Ro et al., 1992; Epstein et al., 1998). 
Embora tenham uma sobrevivência prolongada, estes pacientes sofrem de uma alta taxa 
de recorrência do tumor. Desta forma, a natureza recidivante do CB representa um 
enorme fardo sobre os sistemas de cuidados de saúde, uma vez que, 50% dos tumores 
não-músculo invasivos recorrem em até 4 anos após o tratamento e 11% evoluem para o 
fenótipo invasivo (Shimada et al., 2011; Zhang et al., 2011; Askeland et al., 2012). 
Atualmente, a modalidade padrão de tratamento para CB invasivo é cistectomia radical e 
a quimioterapia sistêmica é geralmente reservada para pacientes com doença 
metastática, no entanto estes regimes de tratamento fornecem apenas um benefício 
limitado e são raros os casos de remissão completa. 
O motivo para o aumento nos casos de CB pode estar ligado a alguns hábitos, 
situações ou características genéticas dos pacientes, que predispõem o desenvolvimento 
da doença. A primeira correlação etiológica estabelecida para o CBNMI foi descrita em 
1975, quando Hunstein e Rehn observaram uma incidência maior desta doença em 
indivíduos que trabalhavam em indústrias químicas na Alemanha. Desde então, o melhor 
conhecimento da biologia molecular permitiu a identificação de vários fatores envolvidos 
na carcinogênese, no diagnóstico, na progressão, na recorrência e nos fatores que 
determinam a metastização dos tumores de bexiga (FERREIRA & ROCHA, 2004). O câncer 
de bexiga é um dos principais e mais conhecidos exemplos de carcinogênese de contato. 
Carcinógenos absorvidos pela pele, inalados ou ingeridos via oral têm seu mecanismo de 
excreção via renal e com isso são concentrados na urina, entrando, portanto, em contato 
com o urotélio muitas vezes em altas concentrações. Com essa exposição, o urotélio sofre 
alterações pré-neoplásicas (displasias) que podem permanecer definitivamente como tal 
ou então progredir para neoplasia estabelecida, na dependência da continuidade do 
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estímulo (Ferreira& Rocha, 2004). Um número significativo de fatores de risco tem sido 
relacionado ao desenvolvimento do CB, como a exposição a agentes cancerígenos 
químicos. Cerca de 20% dos casos de câncer de bexiga estão associados à exposição 
ocupacional a aminas aromáticas e a substâncias químicas orgânicas em uma série de 
atividades profissionais. Os produtos químicos ligados ao maior risco de desenvolver a 
doença incluem arsênico e produtos químicos utilizados na fabricação de tintas, borracha, 
couro, têxteis e produtos de pintura. O tabagismo é um dos maiores fatores de risco, o 
qual é responsável por um terço dos casos de CB (Zeegers et al., 2000). A fumaça do 
cigarro de tabaco contém cerca de 4.700 substâncias químicas, muitas das quais são 
compostos genotóxicos, tais como os compostos N-nitroso e aminas aromáticas. A urina 
dos fumantes tem mostrado características mutagênicas, contendo o dobro da 
concentração total de aminas aromáticas quando comparada com os compostos 
encontrados na urina de não-fumantes (Grimmer et al., 2000).  
Alterações neoplásicas podem ser iniciadas na bexiga urinária de camundongos e 
ratos no período de algumas semanas de tratamento com doses baixas de carcinógenos 
químicos (Crallan et al., 2006; Reis et al., 2009) que são instilados diretamente na bexiga 
dos animais (Crallan et al., 2006). Em 1972, Hicks & Wakefield utilizaram quatro doses de 
N-metil-N nitrosouréia (MNU) para rápida indução do CBNMI em ratos, demonstrando 
que este é um carcinógeno completo. O MNU pode atuar como iniciador e promotor da 
neoplasia podendo causar persistente metilação do DNA (Steinberg et al., 1990). Além 
disso, o MNU é o único carcinógeno conhecido por agir diretamente sobre o urotélio, sem 
necessidade de ativação metabólica (Steinberg et al., 1990). Posteriormente, este modelo 
foi modificado e reproduziu tumores de bexiga que são clinicamente observados em 
humanos, os quais tiveram origem exclusiva no urotélio, foram espontâneos e não-
implantados e histologicamente equivalentes ao carcinoma de células transicionais, 
sendo, portanto, um importante modelo para o estudo do CBNMI (Perabo et al., 2005; 
Reis et al., 2010). 
Os modelos animais para carcinogênese de bexiga apresentam características 
semelhantes ao CBNMI desenvolvido em humanos (Reis et al., 2009). A carcinogênese 
urotelial em roedores sofre uma sequência de alterações morfológicas, iniciando com 
hiperplasia simples seguida de hiperplasia nodular e papilar (Oliveira et al.,2006), 
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progredindo posteriormente para papiloma e, ocasionalmente, carcinomas não-invasivos 
e, finalmente, a neoplasias invasivas (Oyasu, 1995; Cohen, 2002). Muitos tumores 
exofíticos induzidos em ratos são polipóides, geralmente pedunculados e com um padrão 
de crescimento papilar invertido (Oyasu, 1995; Cohen, 2002). A hiperplasia nodular em 
camundongos é consideravelmente mais comum do que as proliferações papilíferas, 
ocorrendo com certa frequência com ausência completa de hiperplasia papilar 
(Fukushima et al., 1981). 
A estrutura e função do trato urinário inferior de roedores são semelhantes à dos 
seres humanos e ambas as espécies exibem perfis de expressão gênica similares no 
CBNMI, o que faz dos roedores um excelente modelo experimental para o CB (Williams et 
al., 2008). 
 
 
1.2– Perspectivas Terapêuticas para o Câncer de Bexiga Urinária Não-
Músculo Invasivo (CBNMI) 
O tratamento primário do CBNMI baseia-se no tratamento cirúrgico através da 
ressecção transuretral (RTU), seguido da imunoterapia intravesical com BacillusCalmette-
Guerin (BCG), para diminuição da recidiva e prevenção da progressão tumoral (Askeland 
et al., 2012). Os procedimentos cirúrgicos periódicos para a ressecção do tumor tornam o 
câncer de bexiga uma doença altamente mórbida e fazem com que os pacientes sejam 
considerados grupo de risco para o desenvolvimento neoplásico de novo. O câncer 
vesical, caracterizado por lesões superficiais (CBNMI), apresenta elevada taxa de recidiva 
e progressão após ressecção endoscópica (Askeland et al., 2012). Contudo, 20% - 30% 
desses tumores apresentam progressão e 70% recorrência pós-tratamento exclusivo com 
RTU (Kemp et al., 2005; Askeland et al., 2012). Por outro lado, sabe-se que a terapia 
adjuvante com BCG diminuiu esses índices para 30% (Hall et al., 2007; Askeland et al., 
2012). Morales et al. (1976) foram pioneiros em comprovar o sucesso no tratamento do 
CBNMI com BCG. Desde então, BCG é o tratamento de escolha para o CBNMI de alto 
risco, sendo considerada atualmente a imunoterapia que apresenta melhores resultados, 
superior inclusive à quimioterapia intravesical com relação às taxas de recorrência e 
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progressão do tumor (Andreas & Brandau, 2003; Hall et al., 2007; Askeland et al., 2012).
  
A imunoterapia com BCG resulta em resposta imune massiva caracterizada pela 
indução da expressão de citocinas tanto na urina quanto na bexiga e influxo de células 
inflamatórias na parede vesical. De acordo com Schamhart et al. (2000), após a instilação 
de BCG, a parede vesical apresenta infiltrado celular granulomatoso, envolto por 
linfócitos e granulócitos com indução de resposta imune de longa duração, a qual pode 
persistir por mais de 1 ano. Contudo, tal resposta varia amplamente nos pacientes e a 
possível correlação entre expressão de citocinas e resultado da terapia é alvo de intensa 
investigação (Schamhart et al., 2000). No entanto, o uso de organismos vivos e atenuados 
pode causar efeitos colaterais e dificuldade em predizer resposta. Os efeitos colaterais 
estão presentes em mais de 90% dos pacientes tratados com BCG, sendo que esses vão 
desde sintomas irritativos leves a moderados do trato urinário até óbito, passando por 
complicações graves como instabilidade hemodinâmica, febre persistente ou reações 
alérgicas comprometendo sua utilização (Lamm et al., 1986; Sylvester et al., 2002; Bhole 
& Brandau, 2003). 
A incidência de efeitos adversos locais e sistêmicos é significativamente reduzida 
com a utilização de agentes quimioterápicos. No entanto, a resposta à quimioterapia 
intravesical é incompleta e a recorrência tumoral é elevada (superior a 80%) em pacientes 
com doença não-músculo invasiva. Compostos que formam ligações químicas com o DNA 
representam classes importantes de compostos antitumorais. Um grande número destes 
compostos têm sido sintetizados e testados para atividade antineoplásica, e muitos deles 
já estão em uso clínico. As interações entre os compostos quimioterápicos e o DNA têm 
um papel muito importante em diversos eventos celulares. De fato, o DNA pode ser 
considerado como o principal receptor macromolecular para estas substâncias. Existem 
diversas classes de compostos antineoplásicos que agem sobre o DNA. Alguns formam 
complexos não covalentes com o DNA, tais como a daunorubicina, a doxorubicina e a 
distamicina. Outros compostos, entre eles a cisplatina e a mitomicina C, formam ligações 
covalentes com o DNA (Yang & Wang, 1999). Os sinais primários da ação de tais 
medicamentos são as alterações no DNA que levam a eventos moleculares que podem 
resultar em bloqueio na progressão do ciclo celular e apoptose, os quais são respostas 
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essenciais a manutenção da integridade genética da célula normal. O interesse em 
fármacos anticancerígenos à base de metais aumentou desde a descoberta da atividade 
biológica da cisplatina [Cis-diamino-dicloro-platina (II)] para o tratamento de tumores 
sólidos (Zhang et al., 2012). Estes fármacos são, basicamente, complexos metálicos que 
possuem a capacidade de se ligarem as nucleobases do DNA e clivar a molécula de DNA 
hidroliticamente ou oxidativamente. Se o dano ao DNA for irreparável ou se os fatores de 
transcrição do ciclo celular forem bloqueados, a célula afetada, em seguida, sofre 
apoptose.  
A cisplatina é um agente antineoplásico que exibe uma vasta faixa de atividade em 
diversos tipos de tumores humanos, seja isolada ou em combinação com outras drogas, 
como a vimblastina e a bleomicina. A introdução da cisplatina em protocolos 
quimioterapêuticos foi altamente benéfica para o tratamento de diversos tipos de 
tumores. Assim, a cisplatina é altamente efetiva no tratamento de tumores como os 
carcinomas de testículo, de ovário e de bexiga urinária, além de uma variedade de outras 
neoplasias, como o câncer de cérvix uterino, de cabeça e pescoço, de esôfago e de 
pulmão (Giaccone, 2000). Além disso, a quimioterapia com cisplatina é efetiva em 40 a 
60% dos pacientes com câncer metastático de bexiga urinária (Sonpavde & Petrylak, 
2005). Os mecanismos bioquímicos da citotoxicidade da cisplatina envolvem a sua ligação 
ao DNA e a outros componentes celulares, com a subseqüente indução da morte celular 
por apoptose, por necrose ou por ambos os mecanismos (González et al., 2001). A 
cisplatina forma um aduto Platina-DNA na posição N7 da guanina, originando ligações 
cruzadas intracadeias 1,2-d(GpG) e 1,2-d(ApG), e também ligações intercadeias, assim 
ativa as proteínas em resposta ao dano. Estas proteínas, por sua vez inibem a quinase 
dependente de ciclina (CDK) e, finalmente, as células sofrem apoptose via p53 
(Chakraborty et al., 2010). Tais adutos podem levar a formação de falhas e quebras de 
dupla fita e promover uma variedade de respostas celulares, incluindo, por exemplo, a 
inibição da síntese de DNA (Mello et al., 1998). 
Apesar do sucesso da cisplatina, existem sérias preocupações com o uso deste 
fármaco devido sua toxicidade, resistência intrínseca, estreito espectro de ação para 
certos fenótipos de câncer e adesão do paciente ao tratamento. A cisplatina é altamente 
tóxica e sua aplicação é limitada por seus severos efeitos colaterais, que incluem a 
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citotoxicidade (Blasiak et al., 1999), nefrotoxicidade (Goldstein & Mayor, 1983), 
ototoxicidade e perda auditiva (Vermorken et al., 1983), neurotoxicidade 
(Schattschneider et al., 2001), mielotoxicidade (Badari-Osama et al., 2000), 
mielosupressão e anemia (Canaparo et al., 2000), além de graves efeitos sobre o trato 
gastrintestinal (Hidaka et al., 1995). Além de seus efeitos colaterais, a cisplatina apresenta 
também atividade mutagênica (Turnbull et al., 1979), carcinogênica (Leopold et al., 1979) 
e teratogênica (Mazur et al., 2000). Assim, estudos sobre o seu potencial carcinogênico 
sugerem que este composto químico é um carcinógeno humano em potencial, além da 
existência de um elevado risco de indução de tumores secundários em pacientes que 
sobreviveram por longos períodos após o tratamento quimioterápico com cisplatina 
(Turnbull et al., 1979). Contudo, em seres humanos, uma relação direta entre a utilização 
de cisplatina e o aumento no risco de desenvolvimento de tumores secundários após a 
quimioterapia, não foi ainda completamente estabelecida. Assim, estudos relativos aos 
elementos metálicos essenciais têm recebido muita atenção em contraste a platina (Pt), 
uma vez que os medicamentos desenvolvidos e sintetizados a partir de íons metálicos 
endógenos podem ser menos prejudiciais e mais propensos a atividade antiproliferativa 
contra tumores (Tabassum et al., 2012).  
A doxorrubicina (DOXO) é um fármaco antineoplásico da família das antraciclinas 
indicado no tratamento de vários tipos de câncer, tais como leucemia linfoblástica aguda, 
leucemia mieloblástica aguda, carcinoma de células transicionais de bexiga, carcinoma de 
mama, neuroblastoma, tumor de Wilms, carcinoma ovariano, carcinoma tireóideo, 
carcinoma prostático, linfomas de Hodgkin e não-Hodgkin, e sarcomas de Ewing. O 
mecanismo de ação envolve a inibição da enzima topoisomerase II e RNA polimerases, 
relacionadas à síntese de DNA. A DOXO também se liga aos ácidos nucléicos pela 
intercalação específica do núcleo planar da antraciclina com a dupla hélice do DNA, 
ocorrendo quebras uni ou bifilamentares. Possui em sua estrutura um anel de quinona e 
de hidroquinona com potencial de formação de radicais livres que atuam como agentes 
alquilantes importantes como água oxigenada, ferro, hidroxila e cálcio. A presença da 
DOXO e dos radicais livres formados são responsáveis por danos importantes no DNA. A 
DOXO ainda possui atividade sobre a membrana celular, ligando-se tanto a ela como a 
proteínas plasmáticas, alterando suas funções (Kalyanaraman et al., 2002; Myers, 1998). 
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Atualmente, a DOXO pode ser administrada por via intravenosa na dose de 2 
mg/mL ou, por via intravesical (na sua forma preguilada ) na dose de 1 mg/mL. A via de 
administração intravesical é utilizada no tratamento de carcinoma monocítico, tumores 
papilíferos da bexiga e carcinoma in situ para reduzir recidivas após ressecção 
transuretral (Subedi et al., 2009). Entretanto, a administração de DOXO pela via 
intravesical, apesar de diminuir os efeitos adversos deste fármaco comparado a 
administração intravenosa, apresenta baixa eficiência do tratamento sendo observado 
que em 80% dos casos o tumor recidiva. Esta baixa eficácia da terapia intravesical da 
DOXO pode estar associada ao seu baixo tempo de residência na bexiga, devido ao 
esvaziamento e preenchimento periódico da urina e a baixa permeabilidade deste 
fármaco no urotélio. Estas características foram observadas no estudo da administração 
intravesical de DOXO em pacientes imediatamente antes da cirurgia de cistectomia 
radical (Wientjes et al., 1996). Neste estudo foi observado que mais de 83% da DOXO 
administrada foi eliminada pela urina (após 2 h) e baixas concentrações de DOXO foram 
detectadas no urotélio indicando que o urotélio é uma barreira eficaz para absorção de 
fármacos. Além disso, a concentração de DOXO em camadas mais profundas do urotélio 
diminuiu semi-logariticamente (redução de 50% da concentração da DOXO em 
profundidades de 500 μm) indicando uma baixa penetração da DOXO no urotélio. Este 
fármaco apresenta, ainda, alta cardiotoxicidade, podendo causar problemas cardíacos 
graves ou com risco de vida. Além disso, pode causar uma diminuição acentuada do 
número de células sanguíneas na medula óssea e aumentar o risco de desenvolvimento 
de leucemia (Subedi et al., 2009). 
Dessa forma, tratamentos alternativos utilizando imunomoduladores, como o uso 
do agregado polimérico anidrídico fosfolinoleato-palmitoleato de amônio e magnésio (P-
MAPA) têm sido propostos com resultados promissores (Perabo et al., 2005; Durán & 
Nunes, 1990; Nunes & Durán, 2003). Estudos preliminares in vivo e in vitro indicaram que 
este imonomodulador mostrou-se capaz de combater doenças infecciosas, virais e alguns 
tipos de cânceres (Durán et al., 1997; Justo et al., 1999). O P-MAPA é um biopolímero 
não-linear, com massa molecular de 320 kDa, produzido por método biotecnológico 
utilizando o fungo Aspergillus oryzae (Nunes & Durán, 2003). Os principais componentes 
da molécula são Mg2+, NH4+, fosfato, ácidos linoleico e palmitoleico e proteína. O 
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conteúdo percentual de proteína está ao redor de 0,5%, com massa molecular de 10 kDa. 
Os aminoácidos encontram-se distribuídos em porcentagem da seguinte maneira: Asp 
7,19%; Thr 3,56%; Ser 7,56%; Glu 8,53%; Pro 0,5%; Gly 9,69%; Ala 7,46%; Val 1,0%; Met 
4,38%, Isoleu 2,54%, Leu 3,03%, Tyr 0,5%, Phe 1,0%, His 2,83%; Lys 3,56%, Trp1,3% e Arg 
35,2% (Nunes & Durán, 2003). O P-MAPA é um fármaco cristalino, cujo diâmetro médio 
dos cristais é de aproximadamente 200 μm. 
O P-MAPA não demonstrou citotoxicidade ou genotoxicidade em culturas de 
células V79 e linfócitos humanos, bem como se mostrou atóxico em camundongos, cães e 
macacos (Durán et al., 1993). Justo et al. (2003) verificaram, em camundongos portadores 
de tumor ascítico de Ehrlich (TAE), mielossupressão, aumento do número de unidades 
formadoras de colônias de granulócito/macrófagos (CFU-GM) no baço e esplenomegalia. 
Após tratamento subcutâneo com o P-MAPA durante sete dias nestes animais, observou-
se redução de 35% da esplenomegalia e do crescimento tumoral, estimulação da 
mielopoiese, além do aumento da produção de IL-2 e interferon-gama (IFN-γ) com 
consequente aumento da atividade de células NK (Justo et al., 2003). De acordo com 
estes autores, o efeito modulador do P-MAPA na resposta mielopoiética está relacionado 
à sua atividade antitumoral como um possível mecanismo de regulação na produção de 
CFU-GM e expressão de suas atividades funcionais. Também, Melo et al. (2001) avaliaram 
os efeitos do P-MAPA no número de CFU-GM na medula óssea de camundongos 
infectados com Listeria monocytogenes e concluíram que este imunomodulador 
potencializou os mecanismos imunológicos reguladores das células precursoras da 
medula óssea, as quais estão envolvidas no controle das alterações provocadas pelo 
tumor no sistema hemolinfopoiético do hospedeiro. Também, Santiago et al. (2013) 
investigaram o potencial imunoterapêutico do P-MAPA na leishmaniose visceral em cães 
e verificaram que o P-MAPA promoveu melhora dos sinais clínicos e significativa redução 
da carga parasitária na pele desses animais. Esses mesmos autores verificaram que em 
culturas de células mononucleares do sangue periférico houve diminuição dos níveis de 
IL-10 e aumento dos níveis de IL-2 e IFN-γ. Em modelos animais para o estudo de câncer, 
o P-MAPA demonstrou capacidade de reverter o estado de imunossupressão causado 
pelo processo tumoral, estando associado a este efeito um significativo impacto 
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terapêutico na doença primária ou nos processos metastáticos (Justo et al., 2003). Além 
disso, outros componentes do P-MAPA como a arginina e seus metabólitos, parecem 
modular o crescimento de vários tipos de células cancerosas. Singh et al. (2002) 
verificaram que este aminoácido é responsável por causar citostase e apoptose de células 
cancerosas. 
Considerando que o CB é sensível tanto à imunoterapia quanto à quimioterapia, 
os compostos que ativam o sistema imunológico (incluindo vacinas, modificadores de 
resposta biológica, moduladores do ambiente tumoral, entre outros) podem ser usados 
sozinhos ou em combinação com os agentes quimioterápicos sistêmicos, com o objetivo 
de obter um maior efeito terapêutico adicionado à menor toxicidade. Assim, a 
administração sistêmica de agentes quimioterápicos, como a cisplatina e doxorrubicina, 
associados à imunoterapia intravesical com P-MAPA pode constituir uma promissora 
alternativa terapêutica na falha ou recidiva do BCG para o CBNMI. 
 
1.3– Sinalização celular e Câncer: alterações nas vias de transdução de sinal 
e angiogênese 
 Durante o desenvolvimento do câncer, as células tumorais passam por diversos 
processos que lhes conferem a capacidade de realizar alta proliferação, invasão do tecido 
adjacente e metástase. A desregulação de vias de transdução de sinal decorrente de 
alterações em genes chamados de supressores ou promotores de tumores faz com que o 
produto destes genes ganhe ou perca função. O resultado disso é a perda da capacidade 
da célula em controlar o processo de divisão (Carvalho & Recco-Pimentel, 2013). Os 
eventos celulares são regidos por eventos de transdução de sinais que dependem 
fortemente de intrincadas redes de interações específicas entre proteínas, que, por sua 
vez, funcionam por mecanismos muito bem regulados por meio de reações de 
fosforilação e desfosforilação reversíveis, catalisadas por proteínas cinases e fosfatases, 
por exemplo (Carvalho & Recco-Pimentel, 2013). Desta forma, o desenvolvimento de 
fármacos que apresentam como alvos mediadores de vias de transdução de sinal tem se 
tornado cada vez mais comum na indústria farmacêutica. Nos últimos anos, os avanços 
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nos estudos sobre os mecanismos de transdução de sinal levaram à identificação de 
moléculas-chave envolvidas nas vias que regulam a sobrevivência celular, apoptose, 
proliferação e processos associados a tumores, tais como angiogênese e metastização. 
A via PI3K/AKT/mTOR está relacionada com a proliferação, síntese protéica, 
sobrevivência e motilidade das células. Mutações nesta via tem sido associadas com o 
processo carcinogênico de diferentes tipos tumorais. Esta via é iniciada pela enzima PI3K 
(fosfatidilinositol 3-quinase), que é ativada por receptores tirosina-quinases ou por 
receptores acoplados à proteína G (Steck et al., 1997; Puzio-Kuter et al., 2009). PI3K 
converte fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) 
(Gust e So, 2009) que, por sua vez, se liga à proteína quinase B (Akt 1) (Chen et al., 2009) 
e recruta PDK1 (proteína quinase dependente 1) para a membrana celular onde se liga e 
fosforila o Akt1. Este é considerado o nó de sinalização mais crítico nesta via regulando 
diversos substratos, que afetam processos envolvidos no controle do crescimento e 
sobrevivência celular (Nawroth et al., 2011). Akt faz parte de uma grande família de 
proteínas quinases B (PKB). A ativação de Akt é um processo de múltiplos passos que 
envolve seu deslocamento para a membrana e subsequente fosforilação. A família de Akt 
quinases é o principal alvo de receptores de fator de crescimento tirosina-quinase que 
utilizam a via de sinalização PI3K (Dubska et al., 2005). A ativação de Akt resulta em 
eventos anti-apoptóticos e indutores da proliferação celular, os quais favorecem a 
carcinogênese (Cully et al., 2006),  além de contribuir para a metástase tumoral por 
estimular a secreção de metaloproteinases de matriz (Thant et al., 2000). 
A proteína PTEN (Phosphatase and tensin homolog) atua como supressor tumoral 
ao desfosforilar a posição 3 de fosfatidilinositídeos, tal como ocorre com PIP3 
(fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato), onde a desfosforilação ocorre na posição 3 de inositol, 
produzindo PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-bifosfato) (Steck et al., 1997; Oki et al., 2005; Puzio-
Kuter et al., 2009). PIP3, localizado na membrana nuclear, promove a sobrevivência 
celular por inibir a fosfoproteína nucleolar B23, o que sugere que PTEN, tanto no núcleo 
como no citoplasma, pode atuar como um regulador chave para a sobrevivência celular 
(Ji-Hyun & Charis, 2005). Por meio da desfosforilação de PIP3, PTEN antagoniza as 
atividades de PI3K e Akt, que podem atuar como oncogenes por promoverem a 
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sobrevivência celular (Kohn &Pommier, 2005). Ao evitar a fosforilação de Akt, PTEN 
parece não somente controlar a fosforilação de Mdm2 patrocinada por Akt, como 
também é capaz de regular negativamente a transcrição de Mdm2 (Bettendorf et al., 
2004). Evidências sugerem que o controle de PTEN na via Akt desempenha um 
importante papel na modulação da degradação de p53 dependente de Mdm2 (Freeman 
et al., 2003; Kohn & Pommier, 2005). A proteína PTEN se liga estruturalmente a p53 no 
núcleo através de p300/CBP formando um complexo PTEN-p300-p53. A formação deste 
complexo resulta em aumento da atividade transcricional de p53 (Freeman et al., 2003; 
Kohn & Pommier, 2005; Oki et al., 2005). O complexo p53-PTEN acentua a atividade 
transcricional de p53 junto ao DNA e induz a transcrição do gene PTEN, elevando os níveis 
desta proteína. Assim, PTEN exerce importante função na regulação da atividade de p53, 
uma vez que a ausência de PTEN funcional resulta na perda da atividade de p53 e na 
inabilidade das células neoplásicas em responder a danos em seu DNA através da indução 
de reparo ou apoptose (Freeman et al., 2003; Kohn & Pommier, 2005; Oki et al., 2005). 
Ainda, a expressão PTEN induz a apoptose e suprime o crescimento celular através da 
ativação da caspase-3 e supressão de NF-κB (Yan et al., 2006). 
A via de sinalização do NF-κB (fator de transcrição nuclear kB) desempenha um 
papel importante nas respostas ao câncer, inflamação e estresse (Pahl, 1999; Meng et al., 
2010). NF-κB é um fator de transcrição encontrado no citoplasma ligado aos chamados 
inibidores de kappa beta (IκB). Sua ativação por fatores de crescimento e inflamatórios é 
mediada através das proteínas quinases de IκB (IKKs), que fosforilam IκB, resultando na 
ubiquitinação IκBα e subsequente degradação proteossômica (Pahl, 1999; Pikarsky et al., 
2004; Meng et al., 2010). Como consequência, o NF-κB é liberado do complexo IκB e se 
transloca para o núcleo, onde se liga em sítios consenso do DNA, ativando a expressão 
gênica (Pahl, 1999; Pikarsky et al., 2004). A ampla distribuição dos sítios de ligação do NF-
κB no genoma o permite regular um vasto número de genes e participar em processos 
celulares fundamentais, tais como apoptose, proliferação e diferenciação (Pham et al., 
2004; Luo et al., 2005). O NF-κB responde a várias moléculas, como IL-1, TNF-α, citocromo 
P450, melatonina e metaloproteinases de matriz (MMPs) (Pham et al., 2004; Luo et al., 
2005) e sua desregulação está associada a vários tipos de cânceres (Meng et al., 2010). 
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 A angiogênese é definida como o desenvolvimento de novos vasos sanguíneos a 
partir de vasos preexistentes e possui um papel importante no crescimento e 
desenvolvimento, cicatrização de feridas e na tumorigênese. A indução da angiogênese é 
mediada por inúmeros fatores provenientes tanto de células tumorais quanto não 
tumorais como, por exemplo, linfócitos-T, mastócitos, macrófagos e suas citocinas 
(Ferreira & Rocha, 2004). Muitos fatores derivados dessas e de outras células são 
conhecidos, como, por exemplo, as moléculas pertencentes à família dos fatores de 
crescimento de endotélio vascular (VEGF). O VEGF, um polipeptídeo ligante de heparina 
derivado de plaqueta, atua como um mitógeno específico das células endoteliais e possui 
papel fundamental na via de regulação da angiogênese tumoral (Zhu et. al., 2009; 
Waltenberger, 2009). O VEGF estimula todos os aspectos da função endotelial como 
proliferação, migração, produção de óxido nítrico e permeabilidade de células endoteliais. 
Além disso, a ação do VEGF protege as células endoteliais da apoptose, promovendo um 
aumento na viabilidade das células tumorais. 
Na ausência de neovascularização, os tumores sólidos não crescem além de 1 a 
2mm, demonstrando que o crescimento tumoral e a metástase são dependentes da 
angiogênese (Folkman, 1995). Os inibidores da angiogênese têm sido desenvolvidos para 
atingir as células endoteliais vasculares e bloquear a angiogênese do tumor, uma vez que 
essas células são geneticamente estáveis e, portanto, menos propensas a acumular 
mutações que lhes permitiriam desenvolver resistência a fármacos (Folkman, 1995). Os 
inibidores da angiogênese são divididos em duas classes: os inibidores diretos e os 
indiretos. Os inibidores diretos da angiogênese atuam nas células endoteliais vasculares 
impedindo-as de responder a vários estímulos, através do bloqueio da expressão ou da 
ativação dos receptores dos fatores pró-angiogênicos nas células endoteliais, por 
exemplo, bloqueando o receptor para VEGF. Em contraste, os inibidores indiretos da 
angiogênese interferem na comunicação pró-angiogênica entre as células tumorais e as 
células endoteliais. Este efeito inibitório indireto pode ser alcançado por: inibição da 
expressão de fatores angiogênicos como VEGF no tumor, dentre outros (Folkman, 2005). 
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2- JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS 
 
A imunoterapia com BCG é a forma mais eficaz de terapia intravesical para a 
profilaxia da recorrência e progressão do CBNMI. Contudo, esta terapia está 
frequentemente associada com efeitos adversos locais e/ou sistêmicos, incluindo sepse, 
além de recorrência tumoral em até 30% dos casos. Apesar disso, até hoje, não há no 
mercado nenhum outro medicamento mais eficaz que o BCG. Desta forma, o 
desenvolvimento de novas terapias ou associações antitumorais para o tratamento do 
CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem menores efeitos adversos que as terapias 
clássicas, são muito relevantes. Nesta linha, há uma intensa busca pelo desenvolvimento 
de novas moléculas para o tratamento de diversos tipos de câncer, incluindo o CBNMI. A 
incidência de efeitos adversos locais e sistêmicos é significativamente reduzida com a 
utilização de agentes quimioterápicos. No entanto, a resposta à quimioterapia 
intravesical é incompleta e a recorrência tumoral é elevada (superior a 80%) em pacientes 
com doença não-músculo invasiva. 
Em face do papel estratégico dos imunoterápicos e dos avanços dos métodos 
biotecnológicos para produção de novas moléculas com atividade farmacológica, destaca-
se o imunomodulador P-MAPA, que por sua grande versatilidade e mínima citotoxicidade, 
reveladas através de estudos invivo e invitro, abre uma nova perspectiva para o combate 
de alguns tipos de cânceres, incluindo o CBNMI. Os estudos iniciais do nosso grupo 
demonstraram que no tratamento invivo do CBNMI com P-MAPA houve regressão 
significativa do tumor, indicando um importante efeito antitumoral deste 
imunomodulador (Favaro et al., 2012). Assim, a administração sistêmica de agentes 
quimioterápicos, como a cisplatina e doxorrubicina, associados à imunoterapia 
intravesical pode constituir uma promissora alternativa terapêutica na falha ou recidiva 
do BCG para o CBNMI. 
Outro ponto relevante é o estudo da interação das diferentes modalidades 
terapêuticas com os mecanismos de proliferação celular e angiogênese envolvendo as 
vias de sinalização de proteínas específicas, como NF-κB, PI3K, PTEN, Akt e VEGF, as quais 
são fundamentais para o entendimento da carcinogênese urotelial.Atualmente as 
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terapias antitumorais consistem no ataque de células em divisão através de 
quimioterapia e radioterapia. O sucesso do tratamento depende do tipo de câncer, uma 
vez que cada neoplasia apresenta características particulares de sobrevivência e evasão 
imune.  
Considerando a importância de tratamentos alternativos que reduzam as taxas de 
recorrência, progressão tumoral, bem como seu impacto na evolução clínica dos 
pacientes com CBNMI, os objetivos gerais deste estudo serão caracterizar e comparar os 
efeitos histopatológicos e moleculares da imunoterapia intravesical com P-MAPA 
associada às administrações sistêmicas dos quimioterápicos (cisplatina e doxorrubicina) 
no tratamento do CBNMI induzido em ratos, bem como estabelecer os efeitos destas 
estratégias terapêuticas e sua interação com os fatores envolvidos na proliferação celular 
(NF-κB, PI3K, PTEN, Akt) e angiogênese (VEGF). Tais objetivos gerais serão alcançados 
através dos seguintes objetivos específicos: 
a) Caracterizar a histopatologia do CBNMI de ratos induzidos quimicamente e comparar a 
progressão tumoral frente imunoterapia intravesical com P-MAPA associada às 
administrações sistêmicas dos quimioterápicos cisplatina e doxorrubicina; 
 
b) Caracterizar e comparar os efeitos da imunoterapia intravesical com P-MAPA associada 
às administrações sistêmicas dos quimioterápicos cisplatina e doxorrubicina sobre os 
fatores envolvidos na proliferação celular (NF-κB, PI3K, PTEN e Akt) por Western Blotting 
no CBNMI de ratos induzidos quimicamente;  
 
c) Caracterizar e comparar os efeitos da imunoterapia intravesical com P-MAPA associada 
às administrações sistêmicas dos quimioterápicos cisplatina e doxorrubicina sobre o 
processo de angiogênese (VEGF) por Western Blotting no CBNMI de ratos induzidos 
quimicamente. 
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3- MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 – Animais e Procedimento Experimental 
No presente trabalho foram utilizadas 70 ratas da linhagem Fischer 344, na faixa 
etária de 7 semanas, pesando em média 150 gramas, obtidos no Centro de Bioterismo da 
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). O protocolo experimental seguiu 
os princípios éticos em pesquisa animal (Protocolo CEUA n°3645-1).   
Em nosso grupo já há padronizado um protocolo de indução de CBNMI utilizando 
N-metil-N-nitrosouréia (MNU) associado com solução de citrato de sódio administrado 
por via intravesical (Fávaro et al., 2012). Para a indução do CBNMI, 60 animais, foram 
considerados como Grupo Câncer e anestesiados com Cloridrato de Xilazina 2% (5mg/kg 
i.m.; König, São Paulo, Brasil) e Cloridrato de Cetamina 10% (60mg/kg, i.m.; Fort Dodge, 
Iowa, EUA), mantidos nesse estado por 45 minutos para evitar micção espontânea e 
instilada uma dose de 1,5 mg/kg de N-metil-N-nitrosouréia (MNU - Sigma, St. Louis, MO, 
EUA) dissolvida em 0,2 mL de citrato de sódio (1M pH 6,0) a cada 15 dias (semana 0, 2, 4, 
6), totalizando 4 doses (Fávaro et al., 2012). Para os procedimentos de indução foi 
utilizada uma cabine de segurança classe II A2 (The Baker Company, Sanford, ME, EUA). 
Os outros 10 animais que não receberam MNU foram considerados como Grupo 
Controle. Duas semanas após a última dose de MNU, os animais foram submetidos ao 
exame de cistografia para avaliar a ocorrência de tumor e, posteriormente divididos em 7 
grupos (10 animais cada): Grupo 1: Controle: recebeu uma dose intravesical de 0,2 mL de 
solução fisiológica 0,9% por 6 semanas consecutivas; Grupo 2: MNU (Câncer): recebeu o 
mesmo tratamento que o grupo Grupo 1; Grupo 3: MNU+P-MAPA: recebeu uma dose 
intravesical de 5,0 mg/Kg de P-MAPA (Farmabrasilis, São Paulo, Brasil) dissolvida em 0,2 
mL de solução fisiológica 0,9% por 6 semanas consecutivas (Fávaro et al., 2012); Grupo 4: 
MNU+Cisplatina: recebeu uma dose intraperitoneal de 0,25 mg/Kg de cisplatina uma vez 
por semana durante 4 semanas consecutivas (Kong et al., 2005); Grupo 5: 
MNU+Doxorrubicina: recebeu uma dose intraperitoneal de 3,0 mg/Kg de doxorrubicina a 
cada 15 dias durante 8 semanas consecutivas (totalizando 4 doses) (Johnston et al., 
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2001); Grupo 6: MNU+P-MAPA+Cisplatina: recebeu tratamento simultâneo com P-MAPA 
e cisplatina nas mesmas concentrações e vias de administrações que os grupos 3 e 4; 
Grupo 7: MNU+P-MAPA+Doxorrubicina: recebeu tratamento simultâneo com P-MAPA e 
doxorrubicina nas mesmas concentrações e vias de administrações que os grupos 3 e 5. A 
Figura 1 ilustra o esquema de tratamento dos grupos experimentais utilizados neste 
estudo.  
Os animais de todos os grupos experimentais receberam água e a mesma dieta 
sólida ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil). Após os períodos de tratamento, os 
animais foram eutanasiados e as bexigas urinárias coletadas e submetidas às análises 
histopatológicas e de Western Blotting. 
 
3.2 – Análises Histopalógicas 
Amostras da bexiga urinária de 5 animais de cada grupo experimental foram 
coletadas, fixadas em solução fixadora de Bouin por doze horas e inclusas em polímeros 
plásticos (Paraplast Plus, ST. Louis, MO, EUA). Em seguida, os materiais foram seccionados 
no micrótomo rotativo Biocut 1130 (Reichert-Jung, Munique, Alemanha) com espessura 
de 5µm, corados em Hematoxilina-Eosina e fotografados no fotomicroscópio Nikon 
Eclipse Ni-U (Nikon, Tóquio, Japão) equipado com câmera Nikon DS-RI-1 (Nikon, Tóquio, 
Japão). As lesões uroteliais foram classificadas conforme o estadiamento proposto pelo 
consenso da Organização Mundial da Saúde/Sociedade Internacional de Patologia 
Urológica (Epstein et al., 1998). 
 
3.3 – Extração de Proteínas e Western Blotting 
Amostras da bexiga urinária de 5 animais de cada grupo experimental foram 
coletadas, congeladas e, posteriormente, submetidas às análises de Western Blotting. Os 
fragmentos foram homogeneizados em tampão de extração, e os extratos foram obtidos 
por centrifugação durante 20 minutos a 14000 rpm a 4oC. A determinação da 
concentração de proteínas foi realizada pelo método de Bradford e as leituras feitas por 
ELISA (Multi-Mode Microplate Reader Synergy H1M; Bio-Tek Instruments, EUA). O 
33 
 
 
correspondente a 70 microgramas de proteínas foi aplicado no gel de SDS-poliacrilamida. 
Após a eletroforese, o material foi transferido eletricamente para membranas de 
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com os anticorpos primários para os 
antígenos NF-κB, PI3K, PTEN, Akt e VEGF (Tabela 1). Posteriormente, as membranas 
foram incubadas com anticorpos secundários anti-rabbit e anti-mouse HRP diluídos em 
BSA. A atividade peroxidásica foi revelada com o substrato quimioluminescente 
SuperSignal West Pico (Pierce Biotechnology, Rockford, Illinois, EUA). O anticorpo para β-
actina foi usado como controle endógeno. O sinal quimioluminescente das bandas foi 
capturado pelo sistema GeneGnome5 (Syngene, Frederick, MD, EUA) e a intensidade da 
marcação obtida nas diferentes situações foi quantificada por densitometria através do 
programa Analysis System Model GeneGnome5 (Syngene, Frederick, MD, EUA). 
 
3.4 – Análises Estatísticas 
Os parâmetros quantificados nas análises de Western Blotting foram analisados 
estatisticamente para os diferentes grupos. Para a análise estatística foram empregados 
o Test-T e a análise de variância (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey para comparação 
entre médias. Todas as análises foram realizadas com nível de significância de 5%. 
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4. RESULTADOS  
 
4.1 - Peso Corporal 
Os animais tratados não apresentaram redução do peso corporal quando 
comparados com o grupo controle. No entanto, os animais do Grupo 2 (MNU – Câncer) 
apresentaram redução significativa no peso corporal quando comparado aos demais 
grupos. A relação dos pesos corporais dos sete grupos experimentais está ilustrada na 
Figura 2.  
 
4.2 - Análises Histopatológicas  
Os animais do Grupo 1 (controle) não apresentaram alterações estruturais em seu 
trato urinário. Mantendo, desta forma o urotélio composto por 2 - 3 camadas, sendo: 
uma camada de células basais, uma camada celular intermédia, e uma camada superficial 
ou apical (Figura 3a). No entanto os animais do Grupo 2 (MNU – Câncer) apresentaram, 
em seu trato urinário, alterações estruturais relevantes tais como: hidronefrose e 
hidroureter; As análises histopatológicas da bexiga urinária destes animais evidenciaram 
ainda a presença de carcinoma urotelial com invasão da lâmina própria (pT1) em 20% e 
carcinoma papilífero (pTa) em 80% dos animais tratados com apenas com MNU (Tabela 
2). O carcinoma papilífero (pTa) foi caracterizado por extensas lesões papilíferas, células 
uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade, núcleos pleomórficos 
com nucléolos proeminentes e grandes núcleos hipercromáticos. O carcinoma urotelial 
com invasão da lâmina própria (pT1) (Figuras 3b, 3c) foi caracterizado por células 
neoplásicas agrupadas em pequenos grupos ou cordões invadindo a lâmina própria, 
numerosas figuras de mitose e células pleomórficas com núcleos aumentados.  
Os animais do Grupo 3 (MNU+P-MAPA) apresentaram alterações estruturais mais 
leves no trato urinário e as análises histopatológicas revelaram um alto índice de 
regressão tumoral. Na bexiga urinária, foi observado a presença de carcinoma papilífero 
(pTa) em 20% dos animais deste grupo mas, no entanto, as lesões mais freqüentes 
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observadas bexiga urinária destes animais é a hiperplasia papilífera (Figura 3d, 3e), 
caracterizadas por espessamento do urotélio com ausência de atipias citológicas, 
presente em 80% dos animais que receberam este tratamento.  
Quando tratados com Cisplatina, após o tratamento com MNU, os animais do 
Grupo 4 (MNU+Cisplatina) apresentaram em seu trato urinário grandes alterações 
estruturais, tais como: bexiga urinária altamente distendida e vascularizada, lesões renais 
e 40% dos animais apresentavam ainda um forte odor. As alterações histopatológicas 
observadas na bexiga urinária dos animais deste grupo foram o carcinoma in situ (pTis) 
presente em 60% (Figura 3f), o carcinoma papilífero (pTa) presente em 20% (Figura 3g),  
e carcinoma urotelial com invasão da lâmina própria (pT1) presente em 20% dos animais 
deste grupo . O carcinoma in situ (pTis) foi caracterizado por uma desordenada 
proliferação das células uroteliais (hiperplasia) em um urotélio plano, com acentuadas 
atipias celulares caracterizadas por núcleos volumosos, redução do citoplasma e 
nucléolos múltiplos e proeminentes. 
O tratamento com Doxurrubicina, após a indução com MNU (Grupo 5) revelou 
baixo índice de regressão tumoral, sendo que apenas 20% destes animais apresentaram 
lesões benignas (hiperplasia plana), enquanto que em 80% dos animais deste grupo 
observou-se a presença de carcinoma papilífero (Figura 3h), com regiões de infiltrado de 
células inflamatórias (Figura 3i). As alterações estruturais no trato urinário destes 
animais foram bastante relevantes, sendo freqüente a presença de lesões necróticas nos 
rins e hidroureter bilateral em 80% dos animais deste grupo.  
O trato urinário dos animais do Grupo 6 (Câncer+Cisplatina+P-MAPA) não 
apresentaram alterações estruturais relevantes, observando-se na maioria destes 
animais apenas  uma bexiga mais fibrosa, quando comparado ao grupo controle (Grupo 
1). As alterações histopatológicas no Grupo 6 foram hiperplasia plana (40%) (Figura 3j) e 
hiperplasia papilífera (20%) . As hiperplasias planas e papilíferas foram caracterizadas por 
espessamento do urotélio e ausência de atipias citológicas (Figuras 3j, 2k). Ainda neste 
grupo observou-se a presença de urotélio normal (Figura 3l), sem lesão aparente, e a 
presença de carcinoma papilífero (pTa), ambos em 20% dos animais.  No entanto, é 
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importante ressaltar que a associação da imunoterapia intravesical com P-MAPA ao 
tratamento com Cisplatina resultou em 80% de lesões benignas, enquanto que os 
animais tratados apenas com Cisplatina apresentaram lesões 80% malignas e 20% 
benignas em ratos com CBNMI.  
Nos animais do Grupo 7 (MNU+Doxorrubicina+P-MAPA) não houve regressão 
tumoral, sendo que as análises histopatológicas da bexiga urinária destes animais 
constataram a presença de carcinoma papilífero (pTa) com presença de metaplasia 
escamosa em 100% dos animais. O pTa foi caracterizado por extensas lesões papilíferas, 
células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade, núcleos 
pleomórficos com nucléolos proeminentes e grandes núcleos hipercromáticos (Figura 
3m), sendo estas características marcantes na bexiga urinária dos animais deste grupo, 
em que foram evidenciadas regiões de pTa de alto grau (Figura 3n e 3o). 
Os resultados das análises histopatolígicas estão representados na Tabela 2 e as 
fotomicrografias das alterações histológicas mais freqüentes em cada grupo são 
apresentadas na Figura 3.  
 
4.3 – Análise de Western Blotting para os fatores envolvidos na 
proliferação celular (AKT, NF-κB , PTEN e PI3k) e angiogênese (VEGF) 
As análises de Western Blotting para a proteína de AKT mostraram os menores 
níveis protéicos nos Grupos 1 (Controle) e 6 (MNU+Cisplatina+P-MAPA), quando 
comparado aos demais grupos experimentais, que apresentaram níveis significativamente 
mais elevados para esta proteína (Figura 4a).  
Os níveis da proteína NF-κB foram significativamente maiores nos grupos 5 
(MNU+Doxorrubicina) e 7 (MNU+Doxorrubicina+P-MAPA) comparado aos outros grupos 
experimentais (Figura 4b). Os menores níveis desta proteína foram constatados no Grupo 
6 (MNU+Cisplatina+P-MAPA ). 
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Os níveis mais elevados da proteína PTEN foram encontrados no Grupo 1 
(Controle), 3 (MNU+P-MAPA) e 6 (MNU+Cisplatina+P-MAPA), em relação aos outros 
grupos experimentais, que eram significativamente mais baixos para esta proteína (Figura 
4c). Em contraste, a proteína PI3k teve seus níveis significativamente aumentados nos 
grupos tratados com MNU+Cisplatina e com MNU+Doxorrubicina (grupos 4 e 5, 
respectivamente), em relação aos demais grupos experimentais (Figura 4d).  
Os menores níveis protéicos de VEGF foram observados nos Grupos 1, 6 e7, em 
relação aos outros grupos experimentais. Além disso, estes níveis foram 
significativamente menores no Grupo 3, em relação aos Grupos 2, 4 e 5 (Figura 5). 
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5 – DISCUSSÃO  
 
O câncer de bexiga não-músculo invasivo apresenta altas taxas de recorrência e a 
causa disso pode estar relacionada aos baixos efeitos das terapias usuais sobre os 
mecanismos de proliferação celular e angiogênese. Diante disso, os objetivos gerais deste 
estudo foram caracterizar e comparar os efeitos histopatológicos e moleculares da 
imunoterapia intravesical com P-MAPA associada às administrações sistêmicas dos 
quimioterápicos (cisplatina e doxorrubicina) no tratamento do CBNMI induzido em ratos, 
bem como estabelecer os efeitos destas estratégias terapêuticas envolvendo os fatores 
envolvidos em vias ativas na gênese tumoral. 
Neste trabalho, os resultados histopatológicos demonstraram tumor indiferenciado, 
caracterizando carcinoma com invasão da lâmina própria (pT1) e carcinoma papilífero 
(pTa) no grupo tratado apenas com MNU, demonstrando que o MNU foi efetivo na 
indução do CBNMI nesse modelo animal. Quando tratados intravesicalmente com o 
imunomodulador P-MAPA, os animais apresentaram alta taxa de regressão tumoral, 
sendo que em 80% dos animais observou-se a presença de lesões benignas (hiperplasia), 
apenas. Os animais tratados sistemicamente com cisplatina ou doxorrubicina 
isoladamente apresentaram drásticas alterações no trato urinário, tais como bexiga 
distendida e altamente vascularizada, presença de lesões renais, com predominância de 
lesões malignas na bexiga urinária. 
Quando houve a associação da imunoterapia intravesical com P-MAPA às terapias 
sistêmicas com Cisplatina ou Doxorrubicina (Grupos 6 e 7), pode-se observar que os 
resultados destes tratamentos diferem-se do que observado quando administradas as 
mesmas terapias individualmente. As alterações histopatológicas foram semelhantes 
entre os grupos experimentais tratados intravesicalmente com P-MAPA isolado (Grupo 3) 
e associado à quimioterapia sistêmica com Cisplatina (Grupo 6), representando 80% de 
regressão do tumor. No entanto, no grupo em que a imunoterapia intravesical com P-
MAPA foi associada à quimioterapia sistêmica com Doxorrubicina não mostrou regressão 
tumoral. 
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Atualmente, a terapia mais eficaz para o CBNMI é a imunoterapia com bacilo 
Calmette-Guerin (BCG), mas associa-se a efeitos colaterais em 90% dos casos. Os 
quimioterápicos causam menos efeitos, mas a recorrência tumoral ultrapassa 80%. 
Devido ao longo período necessário para o acompanhamento e tratamento dos tumores, 
o custo por paciente com câncer de bexiga é o mais alto quando comparado a outros 
tipos de cânceres. Desta forma, o desenvolvimento de novas terapias ou associações 
antitumorais para o tratamento do CBNMI, que sejam mais eficazes e apresentem 
menores efeitos adversos que as terapias clássicas, são muito relevantes. Apesar dos 
avanços no desenvolvimento de quimioterapias sistêmicas, o tratamento de câncer de 
bexiga invasivo e metastático continua a ser um grande desafio, devido à presença de 
toxicidades associadas com tratamentos bem como as baixas taxas de sobrevivência de 
longo prazo para os pacientes que apresentam essa patologia. Portanto, a necessidade de 
desenvolvimento de novos regimes, que proporcionam melhores resultados de sobrevida 
ou sobrevida semelhante com toxicidade reduzida, continua. 
Embora as combinações de quimioterapias sejam a escolha mais frequente para a 
elaboração de estratégias terapêuticas para o carcinoma urotelial metastático, a 
combinação de quimioterapia e imunoterapia também é uma opção possível para o 
tratamento de pacientes que são impróprios para cistectomia, para aqueles que se 
apresentam inoperáveis ou então que, apesar da presença de uma doença invasiva, a 
estratégia órgão conservadora pode ser utilizada.  Por esta razão, enquanto o 
imunomodulador P-MAPA mostra efeitos antitumorais em modelo animal, quando usado 
sistemicamente em alguns tipos de câncer, como o tumor ascítico de Ehrlich (Justo et al., 
2003) e câncer de próstata (Apolinário et al., 2013) neste estudo avaliamos o potencial da 
droga intravesical associada à quimioterapia sistêmica com o objetivo de investigar os 
efeitos de tal combinação de CBNMI e também a possibilidade do seu efeito sobre o 
tratamento de CB avançado ou metastático sob uma abordagem de preservação da 
bexiga.  
A razão para a seleção de Cisplatina e doxorrubicina, para uso combinado com o P-
MAPA, pelo nosso grupo de pesquisa baseia-se no conhecimento de que as principais 
combinações desenvolvidas para o tratamento do câncer da bexiga invasivo ou 
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metastático, são à base de cisplatina (Lehrer et al., 1992), tais como a combinação de 
metotrexato, vinblastina, doxorubicina e cisplatina (MVAC). Desenvolvido há alguns anos 
(Sternberg et al., 1988) a combinação MVAC permanece até hoje sendo a mais utilizada 
no tratamento de câncer de bexiga invasivo e metastático. Atualmente, medicamentos 
mais promissores surgem para substituir o mais comum regime de multidrogas MVAC. 
Alguns estudos têm mostrado que a quimioterapia com drogas combinadas é considerada 
a mais adequada para a neoplasia de bexiga. A cisplatina, por exemplo, quando 
combinada a outras drogas tem se mostrado mais eficaz do que quando administrada 
isoladamente. Entre os novos protocolos foi observado que a cisplatina apresenta 
importante interação sinergística com a gencitabina mostrando maior eficácia e menor 
toxicidade (Chester et al., 2004). Cisplatina e gemcitabina (CG) é uma combinação em 
estágio avançado de desenvolvimento. Um estudo de fase III randomizado com pacientes 
com carcinoma localmente avançado ou metastático de células de transição do urotélio, 
indica que a combinação (CG) é uma alternativa eficaz à terapia MVAC e apresenta 
eficácia clínica similar com um melhor perfil de tolerabilidade e segurança (Roberts et al., 
2006). 
Em linhagens de células mamárias humanas, a terapia combinada de 
doxorrubicina e rapamicina promoveu uma redução significativa na viabilidade celular, 
comparado às células tratadas apenas com rapamicina. A associação de terapias 
(doxorrubicina + rapamicina) no tratamento dessas células mostrou-se 20% mais eficiente 
na inibição do crescimento celular, comparado ao fármaco isolado. Houve também, 
devido à associação de terapias, uma redução de duas vezes no IC50 da doxorrubicina 
(Trapé et al., 2012). Acredita-se que este evento tenha ocorrido devido à inibição da via 
PI3K/Akt/mTOR, uma vez que a rapamicina atua como inibidor da proteína mTOR. 
Levando-se em conta que o mecanismo de ação do P-MAPA envolve uma via de 
sinalização do interferon (Garcia et al., 2015) e tendo em vista um estudo (Zhang et al., 
2005) que mostra uma diminuição significativa de IFN-γ  e IL-2 níveis induzida por Con A 
em esplenócitos de ratos tratados com doxorrubicina, uma hipótese a ser investigada é 
que a doxorrubicina sistêmica deprimiu os níveis de IFN-γ  em animais tratados, o que 
pode ter prejudicado a ação do P-MAPA. 
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A resistência tumoral à quimioterapia, a qual se constitui em um dos maiores 
desafios no tratamento do câncer, pode ser modulada por várias cascatas de sinalização 
celular que levam ao aumento da sobrevivência celular (Trapé et al., 2012). A associação 
de diferentes terapias, visando o controle de vias ativas na gênese tumoral, tem sido 
amplamente pesquisada no tratamento de diferentes carcinomas. O tratamento ideal das 
neoplasias envolve a inibição seletiva apenas das vias responsáveis pala sobrevivência das 
células neoplásicas sem interferência com as vias de sinalização de células normais 
(Chabner, B. & Longo, D.L.; 2011).  
Neste trabalho, as análises Western Blotting mostrou uma diminuição 
estatisticamente significativa nos níveis protéicos de Akt, PI3K e NF-κB nos grupos 
tratados com P-MAPA isolado (Grupo 3) e  com este fármaco associado à Cisplatina 
(Grupo 6), quando comparado aos demais grupos experimentais. Em contraste, os níveis 
de proteína PTEN foram significativamente maiores nestes mesmos grupos. Estes 
resultados nos permite afirmar que a associação da imunoterapia com P-MAPA à 
quimioterapia sistêmica com cisplatina promove uma redução na via PI3k/AKT e 
consequentemente na proliferação de células tumorais.  
A via PI3K/Akt/mTOR é uma importante reguladora no processo de carcinogênese,  
uma vez que pode favorecer o crescimento tumoral após sua ativação por diversos 
receptores de fatores de crescimento. É uma das principais vias de sinalização 
intracelular, responsáveis por promover a sobrevivência celular e proliferação. Esta via é 
iniciada pela enzima PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase), que é ativada por receptores 
tirosina-quinases ou por receptores acoplados à proteína G (Steck et al., 1997; Puzio-
Kuter et al., 2009). A atividade da proteína PTEN (phosphatase and tensin homolog) 
decorre da capacidade de antagonizar a via de sinalização da via de PI3K mediante a 
desfosforilação do PIP3 (fosfatidilinositol trifosfato) a PIP2 (fosfatidilinositol bifosfato). 
Sabe-se que o PIP3 é um segundo mensageiro responsável pela ativação de Akt (ou PKB), 
a qual, por sua vez, envia sinais necessários para o crescimento, a sobrevivência e a 
proliferação celular. De fato, vários tipos de câncer apresentam super expressão nessa via 
bioquímica, resultando assim em crescimento celular descontrolado. A perda da atividade 
da PTEN resulta em acumulação de PIP3 e consequente super ativação da Akt, sendo 
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então comumente utilizada em processos malignos (Salmena et. al., 2008). Akt faz parte 
de uma grande família de proteínas quinases B (PKB) que é o principal alvo de receptores 
de fator de crescimento tirosina-quinase que utilizam a via de sinalização PI3K (Dubská et 
al., 2005). A ativação de Akt é um processo de múltiplos passos que envolve seu 
deslocamento para membrana e subsequente fosforilação, e resulta em eventos anti-
apoptóticos e indutores da proliferação celular, os quais favorecem a carcinogênese (Cully 
et al., 2006). 
Além das atividades citoplasmáticas, a PTEN possui atividades nucleares 
importantes para o controle do ciclo celular e estabilidade genômica. (Salmena et al., 
2008; Lindsay et al., 2006). De forma interessante, a PTEN é capaz de regular os níveis de 
p53 de forma independente de sua atividade como fosfatase, através da manutenção da 
acetilação da p53 (Li et al., 2006). Ademais, a PTEN inibe a fosforilação do MDM2, a qual é 
necessária para a migração nuclear e a consequente degradação da p53. Logo, a PTEN é 
capaz de proteger a p53 da degradação do MDM2 (Mayo & Donner, 2002; Mayo et al., 
2002). A expressão de PTEN também induz a apoptose e suprime o crescimento celular 
através da ativação da caspase-3 e supressão de NF-κB(Yan et al., 2006). A via de 
sinalização do NF-κB desempenha um papel importante nas respostas ao câncer, 
inflamação e estresse (Pahl, 1999; Meng et al., 2010). A ativação do NF-κB por fatores de 
crescimento e inflamatórios é mediada através das proteínas quinases IκB (IKKS), que 
fosforilam IκB, resultando na ubiquitinação IκBα e subsequente degradação 
proteossômica (Pahl, 1999; Pikarsky et al., 2004; Meng et al., 2010). Como consequência, 
o NF-κB é liberado do complexo IκB e se transloca para o núcleo, onde se liga em sítios 
consenso do DNA, ativando a expressão gênica (Pahl, 1999; Pikarsky et al., 2004). A ampla 
distribuição de locais de ligação de NFkB no genoma permite a regulação de um grande 
número de genes e participa em processos celulares fundamentais, tais como a apoptose, 
proliferação e diferenciação (Meng et al., 2010).  
Nossos resultados indicaram que a associação entre a imunoterapia intravesical 
com P-MAPA aos agentes quimioterapêuticos, especialmente a cisplatina, promoveu uma 
redução na atividade da via PI3K / Akt, estimulada via PTEN, que levou a níveis reduzidos 
de NF-kB, com a consequente diminuição da proliferação de células tumorais uroteliais. 
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A angiogênese também é um processo central para a progressão do tumor. O 
VEGF é um dos principais reguladores da angiogênese e o alvo principal de 
desenvolvimento de medicamentos anti-angiogênico para o tratamento de vários 
carcinomas (Verdegem et al., 2014). Além disso, o VEGF protege células tumorais contra a 
apoptose induzida pela quimioterapia (Verdegem et al., 2014; Inoue et al., 2000). 
Portanto, a sobre-expressão relativa de VEGF observado dentro dos tumores residuais 
após MVAC pode refletir a seleção clonal resultante da morte de células tumorais que 
expressam níveis baixos de VEGF e a sobrevivência de células de tumor que expressam 
níveis relativamente elevados de VEGF, o que confere a essas células resistência à 
apoptose induzida pela quimioterapia (Inoue et al., 2000). As análises de Western Blotting 
evidenciaram menores níveis protéicos de VEGF nos grupos em que houve a associação 
da imunoterapia à quimioterapia, ou seja, nos grupos MNU+Cisplatina+PMAPA e 
MNU+Doxorrubicina+PMAPA, bem como no grupo MNU+P-MAPA, indicando que a 
imunoterapia com o P-MAPA, principalmente quando associado a agentes 
quimioterapêuticos sistêmicos, foi essencial no processo de inibição da angiogênese, 
promovendo, assim, redução na nutrição e inviabilizando o desenvolvimento tumoral.  
Desta forma, pode-se afirmar que a combinação da imunoterapia intravesical com 
P-MAPA associada com a cisplatina sistêmica, em modelo animal para o CBNMI foi eficaz, 
bem tolerada e não mostrou sinais aparentes de antagonismo entre os fármacos. Estes 
resultados são promissores, tendo em conta um possível uso intravesical de P-MAPA 
associado com cisplatina sistêmica ou combinações à base de cisplatina para o 
tratamento de pacientes de câncer de bexiga. 
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6 – CONCLUSÕES 
 
As análises deste estudo nos permitiram chegar às seguintes conclusões: 
• A associação de terapias promove uma resposta que difere daquela gerada 
quando os fármacos são administrados individualmente. 
• A imunoterapia intravesical com P-MAPA promoveu os maiores índices de 
regressão tumoral, comparado aos demais fármacos (Cisplatina e Doxurrubicina) 
isolados.  
• A estratégia terapêutica baseada na associação [Doxorrubicina+P-MAPA] não foi 
eficaz, evidenciando um possível antagonismo entre os fármacos.  
• A estratégia terapêutica baseada na associação [Cisplatina+P-MAPA] foi eficaz, 
bem tolerada e não apresentou sinais de antagonismo entre os fármacos.  
• A estratégia terapêutica baseada na associação [Cisplatina+P-MAPA] reduziu os 
níveis protéicos de Pi3k, Akt e NF-KB e também elevou os níveis da proteína PTEN, 
o que culminou para a diminuição da proliferação das células tumorais.  
• A associação da imunoterapia intravesical com P-MAPA com os quimioterápicos 
(Cisplatina e Doxorrubicina) resultou na redução dos níveis protéicos de VEGF, 
promovendo a inibição da angiogênese.  
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7. TABELAS E FIGURAS 
Tabela 1: Características dos Anticorpos Primários (Western Blotting).  
 
Tabela 2: Porcentagem de alterações histopatológicas na bexiga urinária dos sete grupos 
experimentais*. 
Lesões Uroteliais 
Grupo 1 
(n=5) 
Grupo 2 
(n=5) 
Grupo 3 
(n=5) 
Grupo 4 
(n=5) 
Grupo 5 
(n=5) 
Grupo 6 
(n=5) 
Grupo 7 
(n=5) 
Ausência 
de lesões 
Urotélio 
Normal 
 
100% (5) 
 
_ 
 
_ 
 
_ 
 
_ 
 
20% (1) 
 
_ 
Lesões 
Benignas 
Hiperplasia 
Plana 
 
_ 
 
_ 
 
_ 
 
_ 
 
20% (1) 
 
40% (2) 
 
_ 
 
Hiperplasia 
Papilífera 
 
_ 
 
_ 
 
80% (4) 
 
_ 
 
_ 
 
20% (1) 
 
_ 
 
Carcinoma 
in situ 
(pTis) 
 
_ 
 
_ 
 
_ 
 
60% (3) 
 
 
_ 
 
_ 
 
_ 
Lesões 
Malignas 
Carcinoma 
Papilífero 
(pTa) 
 
_ 
 
20% (1) 
 
20% (1) 
 
 
20% (1) 
 
 
80% (4) 
 
20% (1) 
 
100% (5) 
 
Carcinoma 
com Invasão 
da Lâmina 
Própria (pT1) 
 
_ 
 
80% (4) 
 
_ 
 
20% (1) 
 
 
_ 
 
_ 
 
_ 
 
*Grupo 1 (Controle), Grupo 2 (MNU-Câncer), Grupo 3 (MNU+PMAPA), Grupo 4 (MNU+Cisplatina), Grupo 
5 (MNU+Doxorrubicina), Grupo 6 (MNU+Cisplatina+PMAPA) e Grupo 7 (MNU+Doxorrubicina+PMAPA). 
Anticorpos 
Primários 
Espécie hospedeira Código Fonte 
NF-κB Coelho (policlonal) ab7970 abcam, EUA 
PI3K Coelho (policlonal) sc67306 Santa Cruz, EUA 
PTEN Coelho (monoclonal) 138GB Cell Signaling Tachnology, EUA 
Akt Rato (monoclonal) sc5298 Santa Cruz, EUA 
VEGF Rato (monoclonal) sc534620 Santa Cruz, EUA 
46 
 
 
Figura 1: Esquema de Tratamento dos grupos experimentais. 
 
Figura 1: Esquema de tratamento dos grupos experimentais. As setas verdes e rosadas indicam 
os tratamentos em que foram administradas as terapias em combinação (Cisplatina+P-MAPA e 
Doxorrubicina+P-MAPA, respectivamente). iv – via intravesical; ip – via intraperitoneal.  
 
 
Figura 2: Peso Corporal dos grupos experimentais. 
 
Figura 2: Peso Corporal dos grupos experimentais. Grupo 1 (Controle), Grupo 2 (MNU-Câncer), 
Grupo 3 (MNU+PMAPA), Grupo 4 (MNU+Cisplatina), Grupo 5 (MNU+Doxorrubicina), Grupo 6 
(MNU+Cisplatina+PMAPA) e Grupo 7 (MNU+Doxorrubicina+PMAPA).  
(*=P<0,05 comparado ao Grupo 2). 
135
150
165
180
195
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7
Peso (g)
* 
* * 
* * 
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Figura 3. Fotomicrografias das alterações histopatológicas mais frequentes. 
 
 
 
Figuras 3a – 3o: Fotomicrografias das alterações histopatológicas mais freqüentes das bexigas urinárias dos grupos 
Controle (a), MNU-Câncer (b,c), MNU+PMAPA (d,e), MNU+Cisplatina (f,g), MNU+Doxorrubicina (h,i), 
MNU+Cisplatina+PMAPA (j,k,l) e MNU+Doxorrubicina+PMAPA (m,n,o). (a), Urotélio normal composto por 2-3 camadas: 
uma camada de células basais, uma camada intermédia de células, e uma camada superficial ou apical composta por 
células em guarda-chuva.  (b), (c) Carcinoma urotelial com invasão da lâmina própria (pT1): células neoplásicas dispostas 
em pequenos grupos (setas) invadindo a lâmina própria. (d), (e) Hiperplasia papilífera, caracterizadas por espessamento 
do urotélio com ausência de atipias citológicas; (f) Carcinoma in situ (pTis) caracterizado por uma desordenada proliferação 
das células uroteliais (hiperplasia) em um urotélio plano.  (g) Carcinoma papilífero (pTa) caracterizado por extensas lesões 
papilíferas, células uroteliais com arranjo desordenado e com perda da polaridade. (h) Carcinoma papilífero (pTa) e (i) 
infiltrado de células inflamatórias. (j) Hiperplasia plana caracterizada por espessamento do urotélio e ausência de atipias 
citológicas. (k) Hiperplasia papilífera. (l)Urotélio normal, semelhante ao apresentado pelo grupo Controle (a). (m), (n)e(o) 
carcinoma papilífero (pTa).a – o: Lp – lâmina própria, Ur – urotélio. Coloração: hematoxilina e eosina. 
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Figura 4. Western Blotting representativo e análise semi-quantitativa dos níveis protéicos 
de AKT, NF-κB , PTEN e PI3k. 
 
 
 
 
Figura 4: Western Blotting representativo e análise semi-quantitativa dos níveis protéicos de AKT, 
NF-κB ,PTEN e PI3k extraídos da bexiga urinária dos grupos experimentais: Grupo 1 (Controle), 
Grupo 2 (MNU-Câncer), Grupo 3 (MNU+PMAPA), Grupo 4 (MNU+Cisplatina), Grupo 5 
MNU+Doxorrubicina), Grupo 6 (MNU+Cisplatina+PMAPA) e Grupo 7 
(MNU+Doxorrubicina+PMAPA). A β-actina foi utilizada como controle endógeno. Os dados foram 
expressos em Média ± SD(n = 5) .Diferentes letras minúsculas (a, b, c) indicam diferenças 
significativas (P < 0,05) entre os grupos pelo teste de Tukey. Peso molecular: Akt (62kDa), NF- kB 
(64kDa), PTEN (54kDa) e PI3K (190kDa) . 
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Figura 5. Western Blotting representativo e análise semi-quantitativa dos níveis protéicos 
de VEGF. 
 
Figura 5: Western Blotting representativo e análise semi-quantitativa dos níveis protéicos de 
VEGF extraídos da bexiga urinária dos grupos experimentais: Grupo 1 (Controle), Grupo 2 (MNU-
Câncer), Grupo 3 (MNU+PMAPA), Grupo 4 (MNU+Cisplatina), Grupo 5 (MNU+Doxorrubicina), 
Grupo 6 (MNU+Cisplatina+PMAPA) e Grupo 7 (MNU+Doxorrubicina+PMAPA). A β-actina foi 
utilizada como controle endógeno. Os dados foram expressos em Média ± SD (n=5). Diferentes 
letras minúsculas (a, b) indicam diferenças significativas (P < 0,05) entre os grupos pelo teste de 
Tukey. Peso molecular: VEGF (30kDa). 
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